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RESUMO 
 
O Brasil é hoje o segundo maior produtor de carne de frango do mundo e o pri-
meiro país exportador, o que faz com que as criações avícolas necessitem de um criterioso 
programa de biosseguridade a fim de impedir o surgimento de patógenos que possam 
causar danos aos plantéis e ao produto final. Neste cenário, tem fundamental importância 
a Salmonella e, mais recentemente, a Salmonella Heidelberg por sua alta prevalência e 
importância frente a casos de saúde pública, principalmente no que diz respeito à resis-
tência a sanitizantes e antimicrobianos. A dificuldade no combate e eliminação desse pa-
tógeno em toda a cadeia avícola, seu potencial zoonótico e aumento de resistência a anti-
microbianos motivou a realização deste trabalho. Portanto, os objetivos foram comparar 
20 isolados de S. Heidelberg do ano de 2006 e 20 isolados do ano de 2016, testando-os 
quanto à eficácia de dois sanitizantes, hipoclorito de sódio (concentrações 0,5% e 1,0%) 
e cloreto de benzalcônio (concentrações 100 ppm e 200 ppm), em temperatura de 25°C e 
12°C e tempos de contato de 5 e 15 minutos. Ainda, foi determinada a Concentração 
Inibitória Mínima (MIC) dos antimicrobianos ácido nalidíxico, ciprofloxacina, cloranfe-
nicol, enrofloxacina, gentamicina e tetraciclina, além de verificar a presença de isolados 
multirresistentes. O teste de suspensão por diluição dos sanitizantes revelou que, nas duas 
concentrações utilizadas, independentemente do ano de isolamento, o hipoclorito de só-
dio se mostrou mais eficiente do que o cloreto de benzalcônio, eliminando 100% dos 
isolados com tempo de contato de 15 minutos. Por outro lado, o cloreto de benzalcônio, 
mesmo na maior concentração e tempo de contato, não foi totalmente eficiente para os 
isolados de 2006 e 2016. O cloreto de benzalcônio foi mais eficiente a 25°C do que a 
12°C, em ambos os períodos e, quando comparados os anos, os isolados de 2016 foram 
mais resistentes ao cloreto de benzalcônio a 200 ppm, 25°C e tempo de contato de 5 
minutos. Nos teste de MIC, quando comparados os dois períodos, 2006 e 2016, houve 
aumento significativo de isolados categorizados como nWT à tetraciclina, passando de 
5% em 2006 para 75% em 2016. Nos dois períodos foi observada uma alta taxa de isola-
dos nWT para ácido nalidíxico (50% e 65%), porém, todos os isolados foram categoriza-
dos como WT ao cloranfenicol e à enrofloxacina. Dentre os isolados de 2016, 5 (25%) 
apresentaram fenótipo de multirresistência. Os isolados sensíveis a todos os antimicrobi-
anos totalizaram 40% para 2006 e 20% para 2016. Os resultados encontrados demonstram 
que há progressão da resistência de S. Heidelberg aos antimicrobianos com o passar do 
tempo, o que implica no aparecimento de isolados multirresistentes. Ações devem ser 
tomadas com o intuito de incentivar o uso prudente desses fármacos na medicina humana 
e, principalmente, em qualquer que seja a área de produção animal. 
 
Palavras-chave: Salmonella Heidelberg; avicultura; sanitizantes; antimicrobianos; resis-
tência; multirresistentes.  
5 
 
ABSTRACT 
 
Brazil is now the second largest producer of chicken meat in the world and the 
first exporting country, which means that poultry farms need a careful biosecurity pro-
gram to prevent the emergence of pathogens that can cause damage to the farms and to 
the final product. In this scenario, Salmonella Heidelberg plays a fundamental role be-
cause of its high prevalence and significance in public health cases, especially with re-
gard to resistance to sanitizers and antimicrobials. Motivated by the difficulty in elimi-
nating this pathogen throughout the poultry chain, its zoonotic potential and increased 
antimicrobial resistance, this study aimed to compare 20 isolates of S. Heidelberg from 
the year 2006 and 20 isolates from the year 2016. The isolates were tested against the 
efficacy of two sanitizers, sodium hypochlorite (0.5% and 1.0% concentrations) and ben-
zalkonium chloride (concentrations of 100 ppm and 200 ppm), at 25°C and 12°C, and 
contact times of 5 and 15 minutes. In addition, the Minimal Inhibitory Concentration 
(MIC) of the antimicrobials nalidixic acid, ciprofloxacin, chloramphenicol, enrofloxacin, 
gentamicin and tetracycline were determined, as well as the presence of multiresistant 
isolates. The dilution suspension test of the sanitizers revealed that in the two concentra-
tions used, sodium hypochlorite was more efficient than benzalkonium chloride, eliminat-
ing 100% of the isolates with a contact time of 15 minutes, regardless of the year of iso-
lation. On the other hand, benzalkonium chloride, even at the highest concentration and 
contact time, was not fully efficient for the isolates of 2006 and 2016. Benzalkonium chlo-
ride was more efficient at 25°C than at 12°C in both periods. When the years were com-
pared, the isolates from 2016 were more resistant to benzalkonium chloride at 200 ppm, 
25°C and contact time of 5 minutes. In the MIC tests, when comparing the two periods of 
2006 and 2016, there was a significant increase of isolates categorized as nWT to tetra-
cycline, from 5% to 75%.  In both periods, a high rate of nWT isolates for nalidixic acid 
(50% and 65%) was observed. All isolates were categorized as WT to chloramphenicol 
and 5nrofloxacina. Among the isolates from 2016, five (25%) had a multidrug resistance 
phenotype. Forty percent of isolates from 2006 and 20% from 2016 were sensitive to all 
antimicrobials tested. The results show that there is progression of resistance of S. Hei-
delberg to antimicrobials over time, which implies the appearance of multiresistant iso-
lates. Actions should be taken in order to encourage the prudent use of these drugs in 
human medicine and veterinary. 
 
Keywords: Salmonella Heidelberg; poultry farming; sanitizers; antimicrobials; re-
sistance; multiresistant. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
A avicultura é hoje uma das maiores fontes de renda do Brasil, principalmente nas 
regiões sul e sudeste, onde se concentram os maiores percentuais de produtores de frango 
de corte do país. Segundo dados da Associação Brasileira de Proteína Animal (ABPA, 
2016), a atividade reúne mais de 3,5 milhões de trabalhadores, entre produtores, funcio-
nários de empresas e profissionais vinculados direta e indiretamente ao setor. Em 2015, 
o país ultrapassou os 13,1 milhões de toneladas de carne de frango produzidas, consa-
grando-se como o segundo maior produtor de carne de frango do mundo, ficando atrás 
apenas dos Estados Unidos, além de manter o posto de maior exportador mundial com 
cerca de 4,3 milhões de toneladas produzidas. 
Tendo em vista a grande importância da produção brasileira de produtos de origem 
avícola e sua representatividade no que diz respeito à economia do país, levando em conta 
o mercado exportador e todas as suas restrições sanitárias impostas, faz-se necessário um 
adequado programa de medidas de controle e prevenção de agentes potencialmente zoo-
nóticos e que contribuem para a queda na qualidade final do produto e lucratividade dos 
plantéis. Exemplo disso foi a implementação do Programa Nacional de Sanidade Avícola 
(PNSA), instituído pelo Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA) 
no ano de 1994, cujas monitorias para diversos patógenos visam manter a saúde do plantel 
avícola. Além disso, os programas de Boas Práticas de Fabricação (BPF) e de qualidade 
como o Análise de Perigos e Pontos Críticos de Controle (APPCC), são essenciais para a 
obtenção de alimentos seguros quanto à contaminações com agentes químicos, físicos e 
microbiológicos, permitindo que o alimento mantenha suas características sensoriais e 
nutritivas. 
Neste cenário, tem especial importância um patógeno que destaca-se não somente 
devido aos prejuízos econômicos que gera, mas também por sua importância em saúde 
pública. Salmonella spp., segundo a World Health Organization (WHO, 2016), é consi-
derada uma das quatro principais causas globais de doenças diarreicas, atingindo aproxi-
madamente 1 em cada 10 pessoas, totalizando cerca de 550 milhões de pessoas infectadas 
ao ano. Infelizmente, devido à deficiência de programas de controle em saúde pública no 
Brasil, esses dados são subestimados no país. Outro grande problema ocorre com o uso 
impróprio e indevido de antimicrobianos, tanto na medicina humana quanto na veteriná-
ria, que tem favorecido o aparecimento de cepas multirresistentes. 
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Nos últimos anos, o ressurgimento específico do sorovar Heidelberg e sua resis-
tência a programas de tratamento tem preocupado autoridades no mundo inteiro. No Bra-
sil, Back (2016) conduziu experimentos a campo na região sul que demonstraram que o 
sorovar Enteritidis, que foi o mais prevalente por anos, foi ultrapassado por S. Heidelberg. 
Das amostras coletadas, 44,7% foram positivas para S. Heidelberg, seguida por Muen-
chen (6,7%), Schwarzengrund (5,5%), Livingstone (3,6%), Senftenberg (2,4%), Minne-
sota (1,8%), Mbandaka (2,5%), Anatum (2,2%) e S. Infantis e S. Agona, ambas presentes 
em 1,9% das amostras. 
Levando em conta o quadro epidemiológico que o Brasil enfrenta e na tentativa 
de se encontrar soluções para o combate à S. Heidelberg em todos os elos da cadeia aví-
cola, o presente trabalho teve como objetivos verificar a eficácia de dois sanitizantes de 
uso rotineiro na indústria avícola, hipoclorito de sódio e cloreto de benzalcônio, em iso-
lados de S. Heidelberg dos anos de 2006 e 2016 provenientes de fontes avícolas da região 
sul do Brasil, através da técnica de diluição com teste de suspensão em células planctôni-
cas. Além disso, verificou-se o perfil de susceptibilidade a seis antimicrobianos (ácido 
nalidíxico, ciprofloxacina, cloranfenicol, enrofloxacina, gentamicina e tetraciclina), per-
tencentes a quatro classes distintas de fármacos, utilizando a técnica de Concentração 
Inibitória Mínima (MIC), a fim de identificar uma possível progressão da resistência ao 
passar dos anos e a presença de isolados multirresistentes. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 
2.1 O gênero Salmonella 
 
 O gênero Salmonella pertence à família Enterobacteriaceae e foi descrito pela 
primeira vez em 1885 por Daniel Elmer Salmo, microbiologista veterinário do Departa-
mento de Agricultura dos EUA (GAST, 2008). São classificadas como bacilos Gram-
negativos curtos (1 a 2 µm), aeróbicos ou anaeróbicos facultativos, sem cápsula, móveis 
(exceto Salmonella Gallinarum e Salmonella Pullorum), com flagelos peritríquios, não 
formadoras de esporos e capazes de causar doenças tanto em humanos quanto em animais 
(FORSYTHE, 2002; GAST, 2008; RICHARDSON et al., 2011). A temperatura de cres-
cimento pode variar entre 5 e 45°C, porém 37°C é considerado o ideal para seu desenvol-
vimento. Já o pH varia entre 4 e 9, sendo 7 o ideal (D’AOUST; MAURER, 2007; GAST, 
2008). A destruição do microrganismo pode ocorrer por aquecimento a 60°C por 15 a 20 
minutos (FORSYTHE, 2013), enquanto que o processo de congelamento apenas reduz o 
número de células viáveis, não sendo capaz de provocar sua destruição completa 
(D’AOUST; MAURER, 2007). 
 As características bioquímicas do gênero Salmonella incluem a fermentação da 
glicose, resultando na produção de ácido e gás, utilização do citrato como fonte de car-
bono, descarboxilação da lisina e ornitina, redução do nitrato a nitrito, além de serem 
catalase positivas. Por outro lado, são incapazes de metabolizar a lactose e a sacarose, não 
produzem indol e não hidrolisam ureia (D’AOUST; MAURER, 2007; MARKEY et al., 
2013; TORTORA et al., 2012). 
 Atualmente, duas espécies de Salmonella são reconhecidas: S. bongori e S. ente-
rica, sendo subdivididas em subespécies. S. enterica possui seis subespécies: enterica (I), 
salamae (II), arizonae (IIIa), diarizonae (IIIb), houtenae (IV) e indica (VI), enquanto que 
S. bongori possui apenas uma subespécie: bongori (V) (GRIMONT; WEILL, 2007). 
Além da divisão em espécies e subespécies, as bactérias do gênero Salmonella 
também podem ser classificadas em sorovares através do esquema Kauffmann-White, 
tendo por base sua composição antigênica com relação aos seus antígenos somático (O), 
flagelar (H) e capsular (Vi) (GRIMONT; WEILL, 2007; FORSYTHE, 2013; CAMPOS, 
2015; PAIXÃO et al., 2016). Os antígenos O são distinguidos por sua composição química 
variada e os antígenos H distinguem-se pela composição proteica dos flagelos (CDC, 
2015). Quanto ao antígeno Vi, existe apenas um tipo sorológico, o qual é encontrado em 
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apenas três sorotipos de Salmonella (S. Typhi, S. Paratyphi e S. Dublin) (CAMPOS, 
2015). Portanto, os sorotipos são determinados baseados na combinação entre os antíge-
nos, uma vez que cada antígeno O e H possui um código numérico único (CDC, 2015).  
Segundo dados publicados pelo Instituto Pasteur, são reconhecidos 2.659 sorova-
res do gênero Salmonella, sendo 1.586 pertencentes à Salmonella enterica subesp. ente-
rica (ISSENHUTH-JEANJEAN et al., 2014). Também é dentro dessa espécie que estão 
contidos cerca de 99,5% dos sorovares mais comumente isolados, os quais são capazes 
de causar infecções em várias espécies animais e no homem e, apesar de sua estreita re-
lação genética, demonstram uma variação quanto à sua especificidade frente a diferentes 
hospedeiros (CAMPOS, 2015). 
O habitat natural da Salmonella pode ser dividido em três categorias de acordo 
com a especificidade do hospedeiro e o padrão clínico por ele determinado: altamente 
adaptadas ao homem (S. Typhy e S. Paratyphi A, B e C), agentes da febre entérica; alta-
mente adaptadas aos animais: bovinos (S. Dublin), suínos (S. Cholerasuis e S. Typhisuis) 
e aves (S. Pullorum e S. Gallinarum), responsáveis pelo paratifo animal; por fim, Salmo-
nellas zoonóticas, as quais atingem o homem e os animais, e são responsáveis por doenças 
transmitidas por alimentos (DTA), sendo encontradas na maioria das espécies animais 
utilizadas como fonte de alimento pelos seres humanos, além de outros animais domésti-
cos e silvestres (RODRIGUES, 2011). 
Levando em conta que a principal via de transmissão da Salmonella está na cadeia 
alimentar, sua presença em animais de produção a classifica como um dos agentes etio-
lógicos de maior incidência e relevância em enteroinfecções. Fato este que resulta na 
perda de milhões de dólares para a agroindústria (bovinos, suínos e aves), tanto para o 
mercado interno quanto para a exportação, uma vez que grande parte dos países importa-
dores exige rigidez na inspeção e necessidade constante de qualidade (RODRIGUES, 
2011). 
  
2.2 Importância da Salmonella em saúde pública 
 
 Salmonella spp. é comumente encontrada no ambiente de produção animal e, con-
sequentemente, pode ser isolada de alimentos de origem animal, tornando estreita sua 
relação com problemas de saúde pública. Dentre os alimentos com maior incidência de 
salmoneloses encontram-se os ovos, as carnes bovina e de aves e o leite (EFSA, 2014; 
WHO, 2016). 
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 Em humanos, a salmonelose é uma das doenças zoonóticas mais comuns e econo-
micamente importantes. Segundo o Centers for Disease Control and Prevention (CDC, 
2013), estima-se que mais de 1,2 milhões de casos de salmonelose ocorram a todo ano 
nos Estados Unidos, levando a mais de 23.000 hospitalizações e 450 mortes. A ingestão 
de 104 a 108 células viáveis é o suficiente para o desenvolvimento da doença clínica em 
indivíduos sadios (RODRIGUES, 2013). 
O período de incubação pode variar em função da quantidade de células ingeridas 
e do sorotipo envolvido na infecção. As primeiras manifestações clínicas aparecem em 
torno 12 a 36 horas após a ingestão e incluem dor abdominal, diarreia (que pode durar até 
7 dias), náuseas e vômito. Em alguns casos, a doença pode evoluir para uma infecção 
extra-intestinal, ocasionando quadros de septicemia, otite, osteomielite, artrite, hepatite, 
pneumonia, meningite entre outros (SCVPH, 2000; RODRIGUES, 2013). Um grande 
problema encontra-se no fato de que alguns indivíduos podem tornar-se portadores crô-
nicos e carrear Salmonella por várias semanas ou até anos sem apresentar qualquer sinto-
matologia e, diante de situações estressantes, sofrer a reativação da multiplicação e ex-
creção do agente (BARROW et al., 2010). 
Inúmeros programas nacionais e internacionais de vigilância epidemiológica fo-
ram criados a fim de estudar a epidemiologia da Salmonella e identificar padrões de re-
sistência a antimicrobianos dos isolados ao longo do tempo, contribuindo assim para a 
identificação de fatores de risco e suas implicações em saúde pública (YAN et al., 2003). 
Ainda que no Brasil os programas de controle e vigilância epidemiológica de DTAs sejam 
deficientes pois muitos casos não são notificados, Salmonella spp. é considerada o prin-
cipal agente etiológico de surtos no país (BRASIL, 2014). 
No que diz respeito à segurança microbiológica da carne de frango relacionada à 
Salmonella spp., deve-se ressaltar que no período de 2007 até 2016, foram notificados 
pela Secretaria de Vigilância em Saúde (SVS) 6.848 casos de surtos transmitidos por ali-
mentos. Destes, 24,6% ocorreram na região sul do Brasil e apenas 1,4% foram relaciona-
dos à carne de aves in natura, processados e miúdos. Porém, aproximadamente 70% dos 
surtos são oriundos de fonte de alimentos não identificados. Caso semelhante ocorre em 
relação aos agentes etiológicos envolvidos, onde 70,3% deles não são identificados, e 
apenas 7,3% são Salmonella spp. (BRASIL, 2016).  
 
2.3 Salmonella Heidelberg 
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 A Salmonella enterica subesp. enterica sorovar Heidelberg pertence ao grupo de 
salmonelas paratíficas, podendo causar doença em animais ou em humanos, quando do 
consumo de carne crua ou ovos contaminados. Um dos fatores que mais contribuem para 
a alta incidência de salmonelas paratíficas é o alto grau de diversidade antigênica que o 
gênero possui, facilitando sua adaptação a diversos hospedeiros (BERNDT et al., 2007). 
Além disso, S. Heidelberg é uma das cinco principais salmonelas associadas a toxinfec-
ções em humanos e uma das mais comumente isoladas em galinhas, perus e suínos 
(FOLEY; LYNNE, 2008). 
 No Brasil, S. Heidelberg foi relatada pela primeira vez através de um estudo re-
trospectivo de 30 anos, entre 1962 e 1991, onde foi isolada de aves e produtos derivados 
provenientes de diversas regiões do país (HOFER et al., 1997). 
 Em estudo realizado por Nascimento et al. (1996), foi observada a prevalência de 
Salmonella em carcaças e partes de frango. Dentre os sorovares mais isolados encontra-
vam-se S. Enteritidis (51%), S. Hadar (26%) e S. Heidelberg (11%). Outro estudo, avali-
ando o processo higiênico sanitário de abate de frangos em três matadouros no Sul do 
Brasil, relatou que carcaças apresentaram positividade para Salmonella, sendo identifica-
dos os sorovares Heidelberg (63,9%), Enteritidis (31,9%), Worthington (2,1%) e Tennes-
see (2,1%) (DICKEL, 2004). 
Borsoi et al. (2009) detectaram a presença de S. Heidelberg em 9% dos isolados 
de carcaças de frango comercializadas no Rio Grande do Sul. Kottwitz et al. (2010), iden-
tificaram S. Heidelberg como um dos sorovares envolvidos em surtos alimentares prove-
nientes do consumo de produtos à base de ovos, carnes e derivados.  
Em estudo realizado por Pulido-Landínez et al. (2013) avaliando a diversidade de 
Salmonella enterica na região sul do Brasil, foi isolado o sorovar Heidelberg em 46% das 
amostras, sendo o de maior predominância.  
 Nos últimos anos, perceberam-se alterações na predominância de sorovares asso-
ciados a aves comerciais e infecções em humanos. Assim, S. Heidelberg e S. Kentucky 
surgiram como os sorovares predominantes em frangos de corte comerciais (CDC, 2008; 
FOLEY et al., 2011). De acordo com Souza (2015), S. Heidelberg é atualmente o sorotipo 
mais prevalente em análises oficiais de controle realizadas no sul do Brasil. Somente no 
período de 2012 a 2014, a prevalência deste sorotipo foi de 20 a 33% do total de amostras 
positivas de Salmonella spp., fato este que justifica a escolha do assunto que trata este 
trabalho. 
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2.4 Salmonella na cadeia avícola 
 
 Como já citado anteriormente, a carne de aves e seus derivados são considerados 
um dos principais alimentos envolvidos em surtos de infecções alimentares por Salmo-
nella spp. A contaminação das carcaças de frango pode acontecer pela presença do mi-
crorganismo no ambiente e instalações de criação das aves e, consequentemente, pela 
disseminação às carcaças durante as operações de abate no frigorífico, ainda que as boas 
práticas de higienização e processamento sejam adotadas. Geralmente, os surtos humanos 
ocorrem em decorrência do preparo inadequado e da contaminação cruzada em cozinhas 
domiciliares e industriais (COLLA, 2012a). 
 Estudos epidemiológicos apontam que as principais fontes de contaminação de 
lotes de aves de produção por Salmonella spp. são a aquisição de aves já contaminadas 
por matrizes infectadas, infecção cruzada no incubatório e contaminação ambiental nos 
galpões de criação. Desta forma, a prevenção e o controle deste patógeno envolvem prá-
ticas higiênico-sanitárias e monitoramento de fontes de contaminação, principalmente em 
granjas reprodutoras e incubatórios (SOUZA et al., 2002). 
 A contaminação por Salmonella também é preocupação frequente nos frigoríficos 
avícolas do Brasil. Como consequência, no ano de 2003 o MAPA estabeleceu o “Pro-
grama de Redução de Patógenos - Monitoramento Microbiológico e Controle de Salmo-
nella spp. em carcaças de frangos e perus”. O programa tem por objetivos verificar a 
prevalência de Salmonella spp. nos produtos avícolas, formar um banco de dados para 
análise dos índices de contaminação, estabelecer padrões quantitativos de aceitabilidade 
da contaminação, monitorar constantemente o nível de contaminação por este patógeno 
em estabelecimentos de abate de aves e aumentar as garantias de inocuidade dos produtos 
avícolas no mercado interno e externo (BRASIL, 2003b).  
Entretanto, a forma mais efetiva para a prevenção e controle de Salmonella em 
aves e, consequentemente, em seus derivados consumidos pelo ser humano, continua 
sendo através da realização de um criterioso programa de biosseguridade envolvendo to-
dos os elos da cadeia avícola. Aditivos alimentares de natureza medicamentosa para o 
controle do patógeno incluem antimicrobianos de uso profilático e curativo (os quais a 
utilização como aditivos seja permitida), ácidos orgânicos, óleos essenciais, prebióticos, 
probióticos e simbióticos (VAN IMMERSEEL et al., 2003). 
 
2.5 Higienização nas instalações e indústria avícolas  
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O número cada vez mais crescente de surtos de infecção alimentar e os custos 
relacionados para o indivíduo para a indústria e para a economia de um país, colocam a 
segurança na produção dos alimentos como um ponto crítico a ser analisado (BAŞ, 2006; 
EGAN, 2007). O atual sistema de produção e o estilo de vida saudável do consumidor 
destacam a necessidade de práticas sanitárias eficientes, principalmente nas indústrias de 
processamento de alimentos (LANGSRUD et al., 2003). 
Na indústria avícola, os procedimentos de higienização realizados após o término 
do processo produtivo compreendem as etapas: 1) remoção de resíduos sólidos; 2) pré-
enxague com água quente (45ºC); 3) aplicação de detergente; 4) enxágue com água; 5) 
aplicação de sanitizantes e 6) enxágue com água. O processo é realizado em 12 ou 24 
horas, ao final do turno de abate, e é definido como higiene pré-operacional. Entretanto, 
durante as operações, em tempos de 4 horas é realizada a higiene operacional, que con-
siste em um processo rápido de higienização nos intervalos na produção e que envolve 
etapas de remoção de resíduos sólidos e enxague (CONTRERAS et al., 2003; 
ANDRADE, 2008). 
Segundo a Portaria 210 de 1998 (BRASIL, 1999), para que os procedimentos de 
higienização garantam que as instalações e equipamentos, assim como seus produtos cár-
neos processados estejam de acordo com as condições higiênico-sanitárias exigidas, fica 
estabelecido que estabelecimentos que realizarem cortes e/ou desossa de aves devem ga-
rantir temperatura ambiente neste setor não superior a 15ºC, onde a temperatura das car-
nes manipuladas não poderá exceder 7ºC. Desta forma, justifica-se o uso, neste trabalho, 
da temperatura de contato do sanitizante a 12°C (sala de cortes) e, ainda a 25°C (tempe-
ratura ambiente). 
Normalmente, ou em condições ideais, os equipamentos devem ser fabricados vi-
sando a prevenção do acúmulo de sujidades, permitindo uma maior qualidade do processo 
de limpeza e desinfecção, para que não ocorra a formação de biofilmes 
(CHMIELEWSKI; FRANK, 2003; FORSYTHE, 2013). É sabido que células em bio-
filme são muito mais resistentes à desinfecção do que quando comparadas às células plan-
ctônicas, tornando muitos métodos convencionais de desinfecção ineficientes contra bio-
filmes, sendo necessária a utilização de doses mais elevadas dos sanitizantes (PEREIRA, 
2001; SIMÕES et al., 2010; FORSYTHE, 2013). Portanto, a estratégia que se deve adotar 
para evitar a formação de biofilmes e a consequente contaminação de produtos alimenta-
res é a prevenção através da limpeza e desinfecção de forma regular, não permitindo que 
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as células se fixem firmemente e entrem em contato com superfícies (MIDELET; 
CARPENTIER, 2004; SIMÕES et al., 2006; SIMÕES et al., 2010). São comuns estudos 
que avaliem a concentração inibitória mínima (CIM) de agentes antimicrobianos, relaci-
onando-a com a MIC necessária para impedir a adesão bacteriana e formação de biofilme 
ou até mesmo, a ação sobre microrganismos em biofilme já consolidado (PAGANO et 
al., 2004). 
Na avicultura atual, o uso dos sanitizantes tornou-se imprescindível, mesmo ado-
tando-se medidas rigorosas de higiene. Devido à grande diversidade no sistema de pro-
dução avícola e as diferentes regiões geográficas onde estão instaladas, um plano único 
de limpeza e desinfecção seria inviável. Portanto, para que o processo seja efetivo deve-
se estabelecer um programa com objetivos claros, tais como susceptibilidade do agente 
patogênico, populações mistas de microrganismos, tipo de superfície e construção, con-
dições ambientais (umidade e temperatura), quantidade de matéria orgânica e presença 
de recursos e equipamentos (MORGULIS, 2005; KUANA, 2009). 
 
2.6 Sanitizantes 
 
Os antissépticos e sanitizantes são usados extensivamente na produção animal, 
sendo uma parte essencial das práticas de controle de infecção e auxiliando na prevenção 
de doenças clínicas e subclínicas (MCDONNELL; RUSSELL, 1999). Por definição, um 
sanitizante é um composto capaz de reduzir as contagens microbianas a níveis seguros de 
saúde pública e minimizar as chances de transmissão da doença entre um organismo e 
outro (BRASIL, 1993; TORTORA et al., 2012).  
O sanitizante é uma substância normalmente química, que inativa as formas ve-
getativas, mas não necessariamente as formas esporuladas de microrganismos patogêni-
cos (PELCZAR, 1990). Como características básicas, um bom sanitizante deve possuir 
alta eficácia germicida, apresentar estabilidade química, ser inodoro ou com odor agradá-
vel, incolor, não produzir manchas, apresentar alta capacidade de penetração nas camadas 
de matéria orgânica sem perder sua ação, além de não possuir ação corrosiva 
(ALTERTHUM, 2015). 
Na indústria de alimentos, a desinfecção correta das superfícies de contato é uma 
importante barreira sanitária para evitar a contaminação por microrganismos deterioran-
tes ou potencialmente patogênicos (MOLINA, 2010). A sanitização tem como objetivo a 
redução do número destes microrganismos presentes nas superfícies onde o alimento terá 
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contato, de forma a tornar o produto mais seguro e propiciar um tempo maior de prate-
leira. Esse processo pode ser falho quando parâmetros importantes são desconsiderados, 
como uma limpeza eficiente anterior a aplicação do produto, concentração do sanitizante, 
temperatura e tempo de exposição. Quando esses fatores são rotineiramente ignorados, a 
baixa concentração do sanitizante em contato com o patógeno pode levar a seleção de 
microrganismos resistentes (LANGSRUD et al., 2003). Inúmeros compostos químicos 
ativos estão disponíveis no mercado, sendo os mais utilizados na avicultura os compostos 
de amônia quaternária, glutaraldeído e hipoclorito de sódio (JAENISCH et al., 2004; 
GREZZI, 2007). 
No Brasil, a Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) e o MAPA, são 
os órgãos responsáveis pela regulamentação do uso de saneantes. Antes da comercializa-
ção, os dois órgãos atuam no registro e notificação desses produtos, observando critérios 
de qualidade para garantir a eficácia e segurança dos produtos. A Resolução da Diretoria 
Colegiada (RDC) n° 14 de 2007 aprova o Regulamento Técnico para Produtos Saneantes 
com ação antimicrobiana destinados ao uso em objetos, superfícies inanimadas e ambi-
entes (domiciliar, industrial, hospitalar e outros estabelecimentos públicos e privados de 
atendimento à saúde) (BRASIL, 2007). Além disso, a Instrução Normativa (IN) n° 
26/2009 do MAPA regulamenta a fabricação, controle de qualidade e comercialização de 
produtos antimicrobianos de uso veterinário (BRASIL, 2009). 
 
2.6.1 Hipoclorito de Sódio 
 
Os sanitizantes clorados, do grupo dos halogênios, são amplamente utilizados na 
atividade avícola pois têm poder residual pobre e são germicidas, tendo ação fungicida, 
algicida e protozoocida, viricida e contra formas vegetativas de bactérias, porém pouco 
efetivos contra esporos bacterianos. Tem sua atividade aumentada na presença de água 
quente (PAULINO, 2006) e ação bactericida assegurada em faixas de pH neutro e ácido 
(pH de 5 a 7) (KUANA, 2009).  
A solução de hipoclorito de sódio (NaClO), com 10 a 12% de cloro ativo, é um 
dos principais compostos clorados inorgânicos utilizados para desinfecção no Brasil 
(ANDRADE, 2008; MACEDO; OLIVEIRA, 2010). A quantidade de cloro livre que es-
tará presente na solução dependerá do pH. Em pH igual a 8,0, cerca de 22% do cloro 
estará na forma ativa, enquanto que, em pH igual a 6,0, haverá cerca de 96% do cloro na 
forma ativa (SOUZA; DANIEL, 2005). A adição de cloro, hipoclorito de sódio e outros 
21 
 
compostos clorados na água formam o ácido hipocloroso (HOCl), considerado a forma 
mais efetiva do cloro, pois tem carga neutra e se difunde tão rapidamente quanto a água 
através da célula (ANDRADE, 2008; VERMELHO et al., 2011). O ácido hipocloroso 
age através da inibição de certos sistemas enzimáticos vitais para o metabolismo bacteri-
ano, fazendo a oxidação dos grupos sulfídricos dos aminoácidos sulfurados presentes nas 
enzimas bacterianas. Isso explica o fato de que os teores residuais de cloro na água de 
bebida são suficientes para eliminar formas vegetativas bacterianas (PAULINO, 2006; 
ANDRADE, 2008).  
O hipoclorito de sódio possui inúmeras vantagens em relação à outros sanitizantes 
químicos: custo baixo, de fácil preparação e aplicação, ação rápida, não afetados pela 
dureza da água, efetivos contra grande variedade de microrganismos e em baixas concen-
trações, relativamente não-tóxicos, sendo que os equipamentos não necessitam de enxa-
gue após a sanitização. Apesar de todas as vantagens, o sanitizante também apresenta 
algumas desvantagens: instabilidade ao armazenamento, inativação pela matéria orgâ-
nica, corrosão, irritação da pele, baixa eficiência em pH mais elevado e oxidação da bor-
racha, que muitas vezes é componente de equipamentos (ANDRADE, 2008). 
Dentro da indústria de alimentos, o hipoclorito de sódio pode ser utilizado desde 
a sanitização de superfícies de paredes, pisos, tetos, equipamentos e utensílios, até para a 
redução do número de microrganismos em carcaças (bovinas, suínas e de aves), frutas, 
vegetais e água de resfriamento de alimentos enlatados esterilizados (ANDRADE, 2008). 
 
2.6.2 Amônia quaternária 
 
Os compostos de amônia quaternária, do grupo dos detergentes catiônicos e onde 
se inclui o cloreto de benzalcônio, também são sanitizantes muito utilizados na avicultura, 
porém têm atuação limitada na presença de matéria orgânica e em superfícies com restos 
de sabões e detergentes aniônicos (CONY; ZOCCHE, 2004). Atuam em uma ampla faixa 
de pH e são considerados muito eficientes sobre bactérias Gram-positivas e microrganis-
mos termodúricos. No entanto, apresentam baixa ação sobre bactérias Gram-negativas, 
além de ser pouco eficientes contra coliformes e psicrotróficos e ineficientes contra es-
poros. Ainda, são incompatíveis com agentes tensoativos aniônicos, não corrosivos e nem 
tóxicos. Normalmente, são utilizados para a sanitização de pisos, paredes e equipamentos 
e no controle microbiológico do ar de ambientes de processamento (ANDRADE, 2008). 
O mecanismo de ação desse grupo se dá através da desnaturação e precipitação 
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das proteínas da membrana celular e do citoplasma bacteriano, liberando nitrogênio e 
potássio das células. Também agem quebrando os complexos lipoprotéicos da célula bac-
teriana liberando enzimas autolíticas. Geralmente, os compostos de amônia quaternária 
combinam-se com proteínas, gorduras e alguns fosfatos e têm alto poder de adsorção na 
parede celular, onde exercem sua ação antibacteriana (PAULINO, 2006). 
 
2.7 Resistência aos sanitizantes 
 
A resistência bacteriana aos sanitizantes pode ser uma característica intrínseca 
ao microrganismo ou pode ser adquirida (MCDONNELL; RUSSELL, 1999; 
BOROWSKY et al., 2006). A resistência intrínseca pode ser uma característica própria, 
como por exemplo a composição da membrana e parede, a expressão de bombas de efluxo 
e a produção de enzimas de neutralização; e geralmente apresentada por bactérias Gram-
negativas, esporuladas, micobactérias e por vezes estafilococos (BOROWSKY et al., 
2006). Por outro lado, a resistência adquirida pode surgir por mutação celular ou pela 
aquisição de elementos genéticos móveis (plasmídeos, transposons e/ou integrons) 
(RUSSELL, 1998; BRAGG et al., 2014).  
Assim como acontece com os antibióticos, concentrações residuais de sanitizan-
tes podem levar à sobrevivência de microrganismos tolerantes ou ainda à seleção de bac-
térias tolerantes a biocidas (AASE et al., 2000; RUSSELL, 2002a). Porém, até pouco 
tempo atrás, a resistência aos sanitizantes não era considerada tão importante quanto a 
resistência aos antimicrobianos. Só mais recentemente é que estudos indicaram a ligação 
com a resistência e a resistência cruzada com antimicrobianos (RUSSELL, 2002b; 
RUSSELL, 2004; HUET et al., 2008; MAILLARD; MCDONNELL, 2012). 
Colla et al. (2012b) estudaram o perfil de resistência à clorexidina, amônia qua-
ternária e ácido peracético em isolados de S. Heidelberg de abatedouros. Os resultados 
encontrados indicaram que amostras isoladas no ano de 2005 apresentavam 100% de sen-
sibilidade a amônia quaternária, enquanto que amostras do ano de 2009 apresentaram 
33% de resistência ao mesmo sanitizante, ocorrendo uma progressão na resistência às 
substâncias. 
Considerando a constante expansão da atividade avícola no Brasil, os programas 
sanitários das granjas e indústrias devem acompanhar tal desenvolvimento a fim de se 
evitar a disseminação de patógenos e principalmente a resistência de microrganismos. 
23 
 
Uma alternativa ao uso contínuo do sanitizante de escolha do programa de biosseguri-
dade, seria a adoção de um sistema de rodízio de sanitizantes de diferentes princípios 
ativos e mecanismos de ação com o objetivo de protelar a seleção de microrganismos 
resistentes, assim como aumentar o período de eficácia destes (SCUR et al., 2016). 
 
2.8 Antimicrobianos 
  
 Há várias décadas, os antimicrobianos têm sido utilizados na produção animal, 
tanto com objetivo preventivo quanto terapêutico. Além disso, os antimicrobianos, podem 
ser utilizados como promotores de crescimento, a fim de melhorar o desempenho de cres-
cimento das aves e, assim, aumentar a produtividade (ROSTAGNO, 2010; MELO, 2014). 
Os antimicrobianos mais utilizados ao longo do tempo para este propósito foram as tetra-
ciclinas, os macrolídeos e as penicilinas. Porém, desde 1975, a União Européia baniu o 
uso de tetraciclinas e β-lactâmicos como promotores de crescimento (SCHWARZ; 
CHASLUS-DANCLA, 2001). Hoje, no Brasil, são autorizadas como promotores de cres-
cimento apenas as seguintes substâncias: avilamicina, bacitracina, bacitracina de zinco, 
colistina, clorexidina, enramicina, flavomicina, halquinol, lasalocida, lincomicina, mo-
nensina, narasina, ractopamina, salinomicina, tiamulina, tilosina, virginiamicina e zilpa-
terol (BRASIL, 2015). 
Uma consequência indesejável do uso de antimicrobianos como melhoradores de 
desempenho é o potencial desenvolvimento de resistência em patógenos de origem ali-
mentar e subsequente transmissão ao homem, através dos alimentos (RIBEIRO et al., 
2008; MELO, 2014). Essa preocupação fez com que a Comunidade Europeia banisse a 
utilização não terapêutica de antimicrobianos, excluindo o uso de agentes promotores de 
crescimento na produção animal, fazendo com que países como o Brasil e Estados Unidos 
reduzissem drasticamente a utilização destas drogas (SANTANA et al., 2011). No en-
tanto, segundo um relatório do The Danish Integrated Antimicrobial Resistance Monito-
ring and Research Programme (DANMAP), o uso de drogas antimicrobianas na produ-
ção avícola aumentou em 184% em 2015, devido aos vários surtos de graves doenças que 
acometeram os plantéis (DANMAP, 2015). 
Inúmeras organizações internacionais como Food and Agriculture Organization 
of the United Nations (FAO), World Health Organization (WHO), World Organization 
for Animal Health (OIE) e Codex Alimentarius vêm discutindo, há alguns anos, o impacto 
à saúde pública resultante do uso de agentes antimicrobianos em animais de produção. 
24 
 
Desta forma, com o objetivo de minimizar e conter a resistência antimicrobiana, foi apro-
vado pela comissão do Codex Alimentarius um código internacional dispondo de diretri-
zes sobre o uso responsável e prudente dessas substâncias, bem como recomendações aos 
governos, encorajando-os a implantar seus próprios programas de monitoramento e vigi-
lância perante a relevância do problema (BRASIL, 2012a). 
A preocupação global e a implementação de sistemas de vigilância e monitora-
mento da resistência microbiana levaram à criação de diversos testes laboratoriais que 
tem por objetivo verificar a sensibilidade antimicrobiana in vitro de diversas espécies 
bacterianas. Todos os testes se limitam a dois procedimentos básicos: gradiente de con-
centração (difusão ou disco) e diluição (ágar ou caldo). A decisão sobre a utilização de 
um dos métodos é baseada no custo, facilidade de uso e na flexibilidade (GUIGUÈRE, 
2010). Entretanto, para qualquer que seja a escolha, deve-se levar em conta que os testes 
devem ser realizados seguindo os métodos aceitos mundialmente e definidos por algum 
órgão competente, como o Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), European 
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST), British Society for Anti-
microbial Chemotherapy (BSAC) (SCHWARZ et al., 2010) e mais recentemente o Bra-
zilian Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (BrCAST) (MARTINO, 2015). 
Normalmente, os resultados para testes de susceptibilidade antimicrobiana in vitro 
são apresentados através de forma quantitativa ou qualitativa (GUIGUÈRE, 2010). O re-
sultado qualitativo é relatado apenas como sensível (isolado inibido/sucesso terapêutico), 
intermediário (efeito terapêutico indeterminado ou incerto) ou resistente (isolado não-
inibido/risco elevado de insucesso na terapêutica). Já o resultado quantitativo, além de 
fazer a mesma classificação, é também expresso como MIC, em µg/mL ou mg/L 
(KAHLMETER et al., 2003; GUIGUÈRE, 2010). 
Existem dois critérios interpretativos para avaliar um teste de MIC, como o reali-
zado neste trabalho: valores de breakpoint clínicos e valores de cut-off epidemiológicos 
(ECOFFs) (KAHLMETER et al., 2003; BYWATER et al., 2006; SCHWARZ et al., 
2010). Os breakpoints podem servir como guia para a terapêutica, classificando o isolado 
em clinicamente sensível, intermediário ou resistente ao antimicrobiano testado 
(SILLEY, 2012), enquanto que os valores de ECOFF são utilizados em estudos para de-
tectar mecanismos de resistência e inspecionar o desenvolvimento da resistência em po-
pulações microbianas definidas (KAHLMETER et al., 2003; EFSA, 2012). 
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Os valores de ECOFF são formulados pelo EUCAST a partir da distribuição dos 
valores de MIC em populações de microrganismos sem mecanismo de resistência adqui-
rida fenotipicamente detectável, as chamadas populações-selvagens ou wild type (WT). 
Por outro lado, existem também as populações que possuem um mecanismo de resistência 
detectável fenotipicamente e são conhecidas como não-selvagens ou non-wild type (nWT) 
(KAHLMETER et al., 2003; SILLEY, 2012; EFSA, 2015). Para definir os ECOFFs, é 
necessária a coleta e análise de dados do microrganismo em questão e sua relação com o 
antimicrobiano. Em seguida, os dados são adicionados a um banco de dados disponibili-
zado gratuitamente na internet (http://mic.eucast.org/Eucast2/).  
 
2.9 Resistência aos antimicrobianos 
 
Ainda que grande parte das infecções por Salmonella sejam auto limitantes em 
seres humanos e resolvam-se dentro de alguns dias, as toxinfecções por S. Heidelberg 
tendem a causar uma porcentagem desproporcionalmente alta de infecções invasivas, tor-
nando a terapia antimicrobiana justificável e fazendo da resistência aos antimicrobianos 
uma preocupação. Muitos dos sorovares de S. Heidelberg resistentes têm sido isolados 
tanto de seres humanos quanto de carnes e rações para animais (HAN et al., 2010). Por-
tanto, a utilização indiscriminada de substâncias antimicrobianas tanto para o tratamento 
de doenças na medicina humana quanto na veterinária, além do uso para a melhoria dos 
índices zootécnicos dos animais de produção deve ser repensada pois contribui larga-
mente para o surgimento de bactérias multirresistentes (HUR et al., 2012).  
O modo de ação de cada antimicrobiano deve ser conhecido para que se torne 
possível compreender os mecanismos envolvidos na resistência antimicrobiana 
(FIGURA 1). De forma resumida, são cinco os modos de ação: (1) inibição da síntese de 
ácidos nucléicos – quinolonas; (2) inibição da síntese de metabólitos essenciais – sulfo-
namidas; (3) danos à membrana plasmática – polimixina B; (4) inibição da síntese pro-
teica – tetraciclinas, aminoglicosídeos e cloranfenicol; e (5) inibição da síntese da parede 
celular – penicilinas e cefalosporinas (TORTORA et al., 2012). 
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FIGURA 1 – Principais modos de ação de antimicrobianos sobre bactérias. (Fonte: 
Adaptado de CANTO, 2009). 
 
 
 A resistência bacteriana aos antimicrobianos pode exibir dois fenótipos: resistên-
cia intrínseca e resistência adquirida. A resistência intrínseca é natural a todos os mem-
bros de um grupo taxonômico e resulta de características estruturais ou bioquímicas ine-
rentes aos microrganismos selvagens (GUIGUÈRE, 2010), independendo da exposição 
anterior ao agente antimicrobiano e não podendo ser transferida horizontalmente 
(FAJARDO et al., 2008). Exemplos de mecanismo intrínseco são as bombas de efluxo na 
Pseudomonas aeruginosa, que expulsam diversas classes de antimicrobianos que conse-
guem adentrar a célula bacteriana (LI et al., 1994; KÖHLER et al., 1997); e ainda, a 
membrana externa de bactérias Gram-negativas que funciona como uma barreira para 
compostos hidrofóbicos e hidrofílicos (ALEKSHUN; LEVY, 2007). 
Por outro lado, a resistência adquirida pode ser em decorrência da mutação de 
genes envolvidos nos mecanismos fisiológicos e de estruturas celulares normais, da aqui-
sição de genes de resistência estranhos ou da combinação destes (GIGUÈRE, 2010). As 
mutações que causam as diferenças genéticas podem se espalhar horizontalmente entre 
as bactérias por processos conhecidos como conjugação, transformação e transdução. De-
vido à alta taxa de reprodução das bactérias, apenas um curto espaço de tempo é necessá-
rio para que quase toda a população torne-se resistente ao antimicrobiano (TORTORA et 
al., 2012). 
As alterações genéticas podem ser causadas por mutações cromossômicas ou pela 
aquisição de plasmídeos de resistência, transposons ou integrons (FRYE; JACKSON, 
2013; ALTERTHUM, 2015). A resistência mediada por mutações geralmente é simples, 
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atingindo apenas uma substância antimicrobiana, já que dificilmente uma célula bacteri-
ana sofre mutação simultânea para mais de um antimicrobiano (ALTERTHUM, 2015). 
Os plasmídeos são elementos móveis capazes de coexistirem, na mesma célula, 
com outros elementos móveis e, por isso, sua resistência pode ser múltipla, ou seja, genes 
de resistência para diferentes antimicrobianos podem estar envolvidos, levando ao apare-
cimento de isolados com resistência múltipla. Considerados elementos extracromosso-
mais de replicação autônoma, os plasmídeos transportam genes que não são necessários 
para o crescimento e multiplicação celular, mas que podem codificar fenótipos funda-
mentais à sobrevivência em condições adversas, como resistência aos antimicrobianos e 
fatores de patogenicidade (SCHWARZ; CHASLUS-DANCLA, 2001). 
Os transposons são segmentos de DNA também capazes de carrear genes de re-
sistência. Porém, ao contrário dos plasmídeos, não possuem sistemas de replicação e pre-
cisam estar integrados no DNA cromossomal destes (SCHWARZ; CHASLUS-
DANCLA, 2001). São capazes de se mover de um ponto a outro de um cromossomo, 
mudar de cromossomo e também mover-se do genoma de uma espécie para o de outra 
(LORETO; FERREIRA, 2012). 
Os integrons de classe 1 são elementos genéticos inseridos em plasmídeos e trans-
posons, que possuem em cada uma de suas extremidades sequências conservadas (CS) 
(FIGURA 2). A extremidade 5’, ou 5’- CS, é composta por três partes: um gene intI1, que 
codifica uma integrase de classe 1, responsável pela integração e excisão de genes casse-
tes; um sítio de recombinação attI1, onde os genes cassetes são preferencialmente inte-
grados; e um promotor, que regula a expressão dos genes cassetes que estão localizados 
entre as duas CS. A extremidade 3’ (3’- CS) é geralmente composta de um gene qacEΔ1 
conjugado a um gene sulI. Estes genes codificam resistência para compostos de amônia 
quaternária e sulfonamidas, respectivamente. Portanto, os integrons de classe 1 são capa-
zes de inserir e excluir genes cassetes, os quais em sua grande maioria conferem resistên-
cia bacteriana a diferentes classes de antimicrobianos, demonstrando assim como pode 
existir a resistência cruzada entre sanitizantes e antimicrobianos (PAULSEN et al., 1993; 
HALL et al., 1994; GAZE et al., 2005; CHUANCHUEN et al., 2008a). Muitos dos genes 
de resistência aos antimicrobianos encontrados em bactérias Gram-negativas estão conti-
dos em cassetes de genes, vários dos quais integrados numa posição específica de um 
integron (PADILLA; COSTA, 2015). 
 
28 
 
 
FIGURA 2 – Estrutura geral de um integron classe 1. Genes: intI1, integrase; qacEΔ1, 
resistência aos compostos de amônia quaternária; sulI: resistência às sulfonamidas; orf5: 
função desconhecida. (Fonte: Adaptado de DROUIN et al., 2002). 
 
 
 A múltipla resistência aos antimicrobianos é um problema de saúde pública ob-
servado a nível mundial. A presença de bactérias multirresistentes se deve à presença de 
genes de resistência, para diferentes antimicrobianos, em um só plasmídeo ou, ainda, 
amostras com resistência múltipla diante da presença de dois ou mais plasmídeos dife-
rentes em uma mesma bactéria (ALTERTHUM, 2015). Essa capacidade de adaptação dos 
microrganismos para escapar da ação de fármacos antimicrobianos tem levado à inúmeras 
tentativas de elucidar a possível existência de mecanismos de resistência compartilhados 
entre os antimicrobianos e sanitizantes (CABRERA et al., 2007). 
 Estando a resistência antibacteriana amplamente difundida, algumas medidas de 
controle em determinado país podem ser ineficazes devido à importação de produtos ali-
mentícios contaminados com bactérias resistentes, por exemplo, ou presentes na micro-
biota normal de animais ou humanos de países com controle menos rigoroso. Portanto, 
para evitar o aparecimento de isolados bacterianos resistentes aos antimicrobianos é ne-
cessária a realização correta de testes de sensibilidade seguida de prescrição de medica-
mentos aos quais as cepas apresentam maior sensibilidade (QUINN et al., 2005). 
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3 MATERIAL E MÉTODO 
 
3.1 Local de estudo 
 
Os experimentos foram realizados junto ao Centro de Diagnóstico e Pesquisa em 
Patologia Aviária (CDPA) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). To-
dos os equipamentos necessários para o estudo pertencem ao laboratório da universidade. 
 
3.2 Isolados de S. Heidelberg 
 
 Os isolados de S. Heidelberg analisados são de fontes avícolas, procedentes da 
região sul do Brasil e seus dados encontram-se disponíveis no Apêndice A. Dentre os 40 
isolados pesquisados, 20 foram coletados, isolados e sorotipificados no ano de 2006 
(BORSOI, 2009). Os demais (20) foram isolados e sorotipificados no ano de 2016 por 
um laboratório de diagnóstico veterinário particular credenciado ao MAPA e gentilmente 
cedidas para este experimento.  
Todos os isolados encontravam-se armazenados em eppendorfs contendo caldo 
Brain-Heart Infusion (BHI - Oxoid®) com glicerol (3:1) e mantidos sob a temperatura de 
-80°C. Para a reativação dos mesmo, foi utilizado primeiramente ágar Xylose Lysine 
Deoxycholate (XLD - Merck®). As placas foram incubadas a 36 ± 1°C e após 24 horas, 
foi observada a presença de colônias compatíveis com Salmonella spp. Assim, uma colô-
nia característica foi selecionada e semeada em caldo BHI sob as mesmas condições de 
incubação anteriormente descritas. 
 
3.3 Avaliação da eficácia dos sanitizantes 
 
O método para avaliação da eficiência dos sanitizantes foi o de diluição, com teste 
de suspensão em células planctônicas, conforme descrito pelo MAPA - Portaria nº 101 
(BRASIL, 1993). 
 
3.3.1 Sanitizantes e o preparo das diluições 
 
 Avaliou-se a susceptibilidade dos isolados de S. Heidelberg em suspensão frente 
a dois sanitizantes de uso comercial: hipoclorito de sódio (MediQuímica®) e cloreto de 
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benzalcônio (Êxodo Científica®). As concentrações de teste fazem referência àquelas in-
dicadas em produtos comercias e rotineiramente utilizadas nas instalações e indústrias 
avícolas. Para o hipoclorito de sódio foram testadas concentrações de 0,5% e 1,0%, en-
quanto que para o cloreto de benzalcônio as concentrações foram de 100 ppm e 200 ppm. 
Os sanitizantes foram diluídos em água destilada estéril. A seguir, foram distribuí-
dos, em tubos de ensaio, 9 mL de cada concentração a ser testada. A adição de 1% de 
Soro Fetal Bovino (Gibco®), indicando a presença de matéria orgânica, foi realizada ime-
diatamente antes do início do ensaio. 
 
3.3.2 Determinação da suspensão teste 
 
 Após a reativação dos isolados de S. Heidelberg, uma alíquota do caldo BHI ino-
culado foi retirada e adicionada a um tubo contendo Água Peptonada Tamponada (APT - 
Himedia®) 0,1%, a fim de obter turbidez compatível com escala 0,5 de MacFarland 
(aproximadamente 108 UFC/mL). Para confirmação da concentração bacteriana desejada, 
foi determinada a densidade óptica (DO) por espectrofotômetro (SP 22, Biospectro, Bra-
sil) no comprimento de onda 625 nm. Após, 1 mL da suspensão foi diluído em 9 mL de 
APT 0,1%, por duas vezes, gerando ao final um inóculo com aproximadamente 106 
UFC/mL. 
 
3.3.3 Teste da atividade antimicrobiana do hipoclorito de sódio e cloreto de benzalcônio 
 
Todos os tubos de ensaio contendo as diluições dos sanitizantes com a matéria 
orgânica foram submetidos a diferentes condições de temperatura (12 ± 1°C e 25 ± 1°C). 
A cada tubo foram adicionados 100 μL do inóculo e imediatamente o tempo de contato 
foi cronometrado. Após 5 e 15 minutos de exposição, alíquotas de 10 μL das suspensões 
foram retiradas e transferidas em triplicata para tubos contendo caldo BHI acrescidos de 
solução neutralizante (polissorbato 80, lecitina de soja e tiossulfato de sódio), para que o 
efeito do sanitizante fosse inibido. Os tubos foram incubados a 36 ± 1°C por 96 horas. 
Aqueles com turvação, formação de película na superfície ou de precipitado no fundo 
foram considerados positivos (crescimento bacteriano) e confirmados através do repique 
de uma alíquota em placas contendo ágar seletivo XLD, a fim de confirmar a viabilidade 
bacteriana e excluir a possibilidade de presença de microrganismos contaminantes. As 
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placas foram incubadas a 36 ± 1°C por 24 horas. Ao final, os isolados testados foram 
classificados como resistentes ou sensíveis perante a ação dos sanitizantes. 
 
3.4 Concentração Inibitória Mínima (MIC) de antimicrobianos 
   
 Os testes de concentração inibitória mínima (MIC) foram realizados como deter-
minado pelo CLSI (2013a; 2013b), através do método de microdiluição em caldo. 
 
3.4.1 Antimicrobianos e o preparo das soluções-estoque 
 
 Os antimicrobianos testados pertencem a quatro classes distintas: aminoglicosí-
deos (gentamicina (Sigma-Aldrich®)), fenicóis (cloranfenicol (Sigma-Aldrich®)), qui-
nolonas (ácido nalidíxico (Sigma-Aldrich®), ciprofloxacina (Sigma-Aldrich®) e enro-
floxacina (Sigma-Aldrich®)) e tetraciclinas (tetraciclina (Sigma-Aldrich®)). As concen-
trações adotadas para o ensaio, bem como os valores de ECOFF utilizados para a inter-
pretação dos resultados são recomendações do EUCAST (EFSA, 2012). Os valores de 
breakpoint são critérios adotados pelo CLSI (2013b). Na ausência dos parâmetros inter-
pretativos para enrofloxacina no EUCAST e CLSI, os valores de ECOFF e breakpoint 
foram os indicados em estudo prévio (HAO et al., 2013) (TABELA 1). 
 
TABELA 1 – Antimicrobianos testados, intervalo das concentrações e valores de ECOFF 
e de breakpoint. 
Antimicrobianos 
Concentrações 
(μg/mL) 
ECOFF 
(μg/mL) 
Breakpoint 
(μg/mL) 
Ácido nalidíxico 1 - 128 > 16 a ≥ 32 b 
Ciprofloxacina 0,008 - 16 > 0,064 a ≥ 4 b 
Cloranfenicol 2 - 128 > 16 a ≥ 32 b 
Enrofloxacina 0,008 - 8 > 2 c ≥ 0,5 c 
Gentamicina 0,25 - 64 > 2 a ≥ 16 b 
Tetraciclina 0,5 - 64 > 8 a ≥ 16 b 
a Fonte: https://mic.eucast.org/Eucast2/ 
b CLSI, 2013b 
c HAO et al., 2013 
 
 O preparo das soluções-estoque dos antimicrobianos testados seguiu o recomen-
dado pelo CLSI (CLSI, 2013a). Desta forma, as concentrações foram equivalentes a dez 
vezes a maior concentração a ser testada ou apresentavam, no mínimo, 1.000 μg/mL. 
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Após a diluição dos antimicrobianos, os mesmos foram aliquotados em eppendorfs, pro-
tegidos da luz e estocados a -20ºC até o momento do uso. 
 
3.4.2 Determinação da suspensão teste 
 
 Após a reativação dos isolados de S. Heidelberg em caldo BHI, uma alçada foi 
inoculada em placa contendo Trypticase Soy Agar (TSA - Oxoid®) e então incubada a 36 
± 1°C por 18 horas. A seguir, algumas colônias foram colocadas em solução salina 0,85% 
(NaCL - Synth®) a fim de obter turbidez compatível com escala 0,5 de MacFarland – 
correspondente a 1 x 108 UFC/mL. Para confirmação da concentração bacteriana dese-
jada, foi determinada a densidade óptica (DO) por espectrofotômetro (SP 22, Biospectro, 
Brasil) no comprimento de onda 625 nm. 
 Por fim, a suspensão foi diluída em 9 mL de caldo Cation Adjusted Muller Hinton 
(CAMBH - Fluka®), correspondendo a uma concentração de 107 UFC/mL. 
   
3.4.3 Teste da concentração inibitória mínima 
 
 Diluições seriadas de base 2 das soluções estoque de antimicrobianos com 
CAMBH foram realizadas e, a cada poço de uma placa de microdiluição de 96 poços 
(Kasvi®), foram adicionados 100 μL em ordem decrescente de concentração. Após, os 
poços receberam 5 μL da suspensão teste, resultando em uma concentração final de apro-
ximadamente 5 x 105 UFC/mL ou 5 x 104 UFC/poço. 
Para cada fileira da microplaca contendo o isolado testado nas diferentes concen-
trações do antimicrobiano, também havia um poço contendo apenas CAMBH sem anti-
microbiano (controle negativo) e um poço contendo CAMBH sem antimicrobiano e com 
inóculo (controle positivo), para que fosse comprovado o crescimento bacteriano. Além 
disso, uma cepa de Escherichia coli ATCC 25922 foi utilizada como controle de quali-
dade em todas as placas de teste e, periodicamente, era realizada a contagem em placa 
para avaliar a correta diluição dos microrganismos. Para tanto, uma alíquota de 10 μL do 
poço controle positivo era inoculada em 10 mL de solução salina. Desta, 100 μL foram 
espalhados pela técnica de spread plate em ágar TSA e incubado a 36 ± 1ºC por 18-24 
horas. A contagem esperada era de 20 a 80 colônias, correspondendo a 2 a 8 x 105 
UFC/mL (concentração final do inóculo na placa de microdiluição). 
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As placas de microdiluição foram seladas com parafilme e incubadas a 36 ± 1°C 
por 16-20 horas. Após análise sob um fundo escuro, a concentração inibitória mínima do 
antimicrobiano para o isolado testado foi estabelecida pela menor concentração onde não 
foi observado crescimento bacteriano. 
  
3.5 Análise estatística 
 
 A análise estatística descritiva foi usada para determinar o agrupamento dos iso-
lados conforme o perfil de susceptibilidade, tanto para os testes de avaliação da eficácia 
dos sanitizantes quanto para os testes de concentração inibitória mínima dos antimicrobi-
anos. O teste não-paramétrico de McNemar foi utilizado para avaliar a comparação entre 
os períodos (2006 e 2016) para os isolados correlacionados. O programa PASW Statistics 
18 foi utilizado para as análises, adotando-se como referência o nível de significância de 
5%.  
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4 RESULTADOS 
 
4.1 Avaliação da eficácia dos sanitizantes 
 
 Dentre os 20 isolados de S. Heidelberg de 2006, todos apresentaram-se sensíveis 
às duas concentrações de hipoclorito de sódio a 12 ± 1°C e apenas 2 (10%) isolados foram 
resistentes a temperatura de 25 ± 1°C, concentração 0,5% e tempo de contato de 5 minu-
tos. Todos os isolados do ano de 2016 demonstraram sensibilidade ao sanitizante hipo-
clorito de sódio, independente de temperatura, concentração de uso ou tempo de contato 
(TABELA 2).  
 
TABELA 2 – Número de isolados de S. Heidelberg resistentes ao hipoclorito de sódio 
por concentração, temperatura e tempo de contato. 
Condições 
(Conc. + T) 
Tempo de 
contato 
N° de isolados 
resistentes (%) 
Ano 2006 
N° de isolados 
resistentes (%) 
Ano 2016 
0,5% e 12 ± 1°C 
5’ 0 0 
15’ 0 0 
1,0% e 12 ± 1°C 
5’ 0 0 
15’ 0 0 
0,5% e 25 ± 1°C 
5’ 2 (10%)  0 
15’ 0 0 
1,0% e 25 ± 1°C 
5’ 0 0 
15’ 0 0 
Legenda: Conc.: concentração testada do sanitizante, T: temperatura de uso do sanitizante durante 
os ensaios. 
 
 Nos 20 isolados de 2006 testados frente ao sanitizante cloreto de benzalcônio, a 
uma concentração de 100 ppm e 12 ± 1°C, 14 (70%) e 8 (40%) foram resistentes nos 
tempos de contato de 5 e 15 minutos, respectivamente. Quando utilizada a mesma tem-
peratura, porém com concentração de 200 ppm, os isolados resistentes foram 5 (25%) e 
1 (5%), para 5 e 15 minutos de contato (TABELA 3). Quando a temperatura adotada foi 
de 25 ± 1°C, a uma concentração do sanitizante de 100 ppm, 14 (70%) e 6 (30%) isolados 
demonstraram resistência aos 5 e 15 minutos de contato, enquanto que para as mesmas 
condições, somente com concentração alterada para 200 ppm, a resistência foi observada 
em apenas 4 (20%) e 2 (10%) isolados, aos 5 e 15 minutos, respectivamente (TABELA 
4). 
35 
 
 Os isolados de 2006 ainda apresentaram diferença significativa (p<0,05) no perfil 
de susceptibilidade ao cloreto de benzalcônio considerando-se a concentração de uso, in-
dependentemente do tempo de contato e da temperatura. Assim, houve uma maior fre-
quência de isolados sensíveis à concentração de 200 ppm. A exceção foi o teste com o 
sanitizante a 25 ± 1°C por 15 minutos, onde não houve diferença significativa (p>0,05) 
entre as concentrações de 100 e 200 ppm. 
 
TABELA 3 – Número de isolados de S. Heidelberg resistentes ao cloreto de benzalcônio 
a 12 ± 1°C. 
Tempo de contato 
Nº de isolados resistentes (%) 
Ano 2006 
Nº de isolados resistentes (%) 
Ano 2016 
100 ppm 200 ppm 100 ppm 200 ppm 
5’ 14 (70%) a 5 (25%) a 17 (85%) a 7 (35%) a 
15’ 8 (40%) b 1 (5%) a 7 (35%) b 1 (5%) b 
Legenda: o número de isolados resistentes seguido por letras minúsculas diferentes nas colunas, 
diferem entre si pelo teste de McNemar (p<0,05). 
 
 
TABELA 4 – Número de isolados de S. Heidelberg resistentes ao cloreto de benzalcônio 
a 25 ± 1°C. 
Tempo de contato 
Nº de isolados resistentes (%) 
Ano 2006 
Nº de isolados resistentes (%) 
Ano 2016 
100 ppm 200 ppm 100 ppm 200 ppm 
5’ 14 (70%) a 4 (20%) a 15 (75%) a 11 (55%) a 
15’ 6 (30%) b 2 (10%) a 5 (25%) b 1 (5%) b 
Legenda: o número de isolados resistentes seguido por letras minúsculas diferentes nas colunas, 
diferem entre si pelo teste de McNemar (p<0,05). 
 
O número de isolados resistentes do ano de 2016 testados frente ao cloreto de 
benzalcônio a uma concentração de 100 ppm e 12 ± 1°C foi de 17 (85%) e 7 (35%), nos 
tempos de contato de 5 e 15 minutos, respectivamente. Quando utilizada a mesma tem-
peratura, porém com concentração de 200 ppm, os isolados resistentes foram 7 (35%) e 
1 (5%), para 5 e 15 minutos de contato (TABELA 3). Quando a temperatura adotada foi 
de 25 ± 1°C, a uma concentração de cloreto de benzalcônio de 100 ppm, 15 (75%) e 5 
(25%) isolados demonstraram resistência aos 5 e 15 minutos de contato, enquanto que 
para as mesmas condições, somente com concentração alterada para 200 ppm, a resistên-
cia foi observada em 11 (55%) e 1 (5%) isolados, aos 5 e 15 minutos, respectivamente 
(TABELA 4). 
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Os isolados de 2016 também apresentaram diferença significativa (p<0,05) no 
perfil de susceptibilidade ao cloreto de benzalcônio considerando-se a concentração de 
uso, independentemente do tempo de contato e a 12 ± 1°C. Neste caso, houve uma maior 
frequência de isolados sensíveis com a concentração de 200 ppm. No entanto, não houve 
diferença (p>0,05) no perfil conforme a concentração quando se avaliou o sanitizante a 
25 ± 1°C e nos dois tempos de contato. 
Quando comparados os dois períodos de tempo estudados, 2006 e 2016, houve 
diferença significativa (p<0,05) apenas quando se avaliou o sanitizante cloreto de ben-
zalcônio na concentração de 200 ppm a 25 ± 1°C e por um tempo de contato de 5 minutos. 
Neste caso, a frequência de isolados resistentes foi maior em 2016. Ainda, os testes de 
susceptibilidade aos sanitizantes revelaram que apenas 2 isolados de 2006 e outros 2 iso-
lados de 2016 foram sensíveis aos dois sanitizantes testados frente a todas as condições 
impostas. 
 
4.2 Concentração Inibitória Mínima (MIC) de antimicrobianos 
 
 Os valores de breakpoint clínico foram utilizados para estabelecer os perfis feno-
típicos dos isolados analisados. Nos isolados de 2006, não foi detectada resistência ao 
cloranfenicol e à ciprofloxacina. Para o antimicrobiano ácido nalidíxico, foi detectada 
resistência em 10 (50%) isolados, enquanto que para enrofloxacina, gentamicina e tetra-
ciclina a resistência foi observada em apenas 1 (5%) isolado cada (TABELA 5). Dentre 
os isolados, 8 (40%) foram susceptíveis a todos os antimicrobianos testados (TABELA 
7). 
Os isolados do ano de 2016 também não apresentaram resistência ao cloranfenicol 
e à ciprofloxacina. Para os antimicrobianos ácido nalidíxico, enrofloxacina, gentamicina 
e tetraciclina foi observada resistência em 13 (65%), 4 (20%), 6 (30%) e 15 (75%) isola-
dos, respectivamente (TABELA 6). Entre os isolados, 4 (20%) foram susceptíveis a todos 
os antimicrobianos testados e 5 (25%) foram resistentes a três ou mais classes de antimi-
crobianos, sendo assim considerados multirresistentes (TABELA 7).  
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TABELA 5 – Resultado da Concentração Inibitória Mínima (MIC) dos isolados de S. Heidelberg do ano de 2006 frente aos diferentes antimicro-
bianos avaliados. 
ATM  a 
Frequência (%) de isolados com MIC (µg/mL) igual a: 
nWT b (%) R c (%) 
0,008 0,015 0,03 0,06 0,125 0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 64 128 
NAL - - - - - - - 20,0 30,0 0 0 0 0 0 50,0 50,0 50,0 
CIP 50,0 0 0 45,0 0 0 0 5,0 0 0 0 0 - - - 5,0 0 
CL - - - - - - - - 100 0 0 0 0 0 0 0 0 
ENO 5,0 45,0 5,0 0 15,0 25,0 0 0 5,0 0 0 0 - - - 0 5,0 
GEN - - - - - 5,0 65,0 20,0 0 0 5,0 0 5,0 0 0 10,0 5,0 
TET - - - - - - 80,0 15,0 0 0 0 0 5,0 0 - 5,0 5,0 
a Antimicrobianos (ATM) avaliados: ácido nalidíxico (NAL), ciprofloxacina (CIP), cloranfenicol (CL), enrofloxacina (ENO), gentamicina (GEN) e tetraciclina 
(TET). 
b Isolados non-wild type (nWT), conforme valores ECOFF. 
c Isolados resistentes (R), conforme valores de breakpoint clínicos. 
As linhas verticais sólidas indicam os valores ECOFF, enquanto que as pontilhadas indicam os valores de breakpoint clínicos, quando diferem dos valores 
ECOFF correspondentes. 
  
38 
 
TABELA 6 – Resultado da Concentração Inibitória Mínima (MIC) dos isolados de S. Heidelberg do ano de 2016 frente aos diferentes antimicro-
bianos avaliados. 
ATM  a 
Frequência (%) de isolados com MIC (µg/mL) igual a: 
nWT b (%) R c (%) 
0,008 0,015 0,03 0,06 0,125 0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 64 128 
NAL - - - - - - - 20,0 5,0 0 5,0 5,0 0 0 65,0 65,0 65,0 
CIP 25,0 0 0 60,0 0 15,0 0 0 0 0 0 0 - - - 15,0 0 
CL - - - - - - - - 90,0 10,0 0 0 0 0 0 0 0 
ENO 5,0 15,0 5,0 0 20,0 35,0 20,0 0 0 0 0 0 - - - 0 20,0 
GEN - - - - - 0 55,0 15,0 0 0 0 5,0 15,0 10,0 0 30,0 30,0 
TET - - - - - - 25,0 0 0 0 0 0 35,0 40,0 - 75,0 75,0 
a Antimicrobianos (ATM) avaliados: ácido nalidíxico (NAL), ciprofloxacina (CIP), cloranfenicol (CL), enrofloxacina (ENO), gentamicina (GEN) e tetraciclina 
(TET). 
b Isolados non-wild type (nWT), conforme valores ECOFF. 
c Isolados resistentes (R), conforme valores de breakpoint clínicos. 
As linhas verticais sólidas indicam os valores ECOFF, enquanto que as pontilhadas indicam os valores de breakpoint clínicos, quando diferem dos valores 
ECOFF correspondentes. 
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TABELA 7 – Distribuição dos perfis fenotípicos de resistência aos antimicrobianos dos 
isolados de S. Heidelberg nos anos de 2006 e 2016. 
Perfil fenotípico de resistên-
cia aos antimicrobianos 
N° de classes de 
antimicrobianos 
Isolados (%) 
Ano 2006 
Isolados (%) 
Ano 2016 
NAL, ENO, GEN, TET 3 - 2 (10%) 
ENO, GEN, TET 3 - 1 (5%) 
NAL, GEN, TET 3 - 2 (10%) 
NAL, ENO, TET 2 - 1 (5%) 
GEN, TET 2 1 (5%) 1 (5%) 
NAL, TET 2 - 7 (35%) 
NAL, ENO 1 1 (5%) - 
TET 1 - 1 (5%) 
NAL 1 9 (45%) 1 (5%) 
Sensível para todos a 4 8 (40%) 4 (20%) 
MIC - Intermediário  - 1 b (5%) - 
NAL: ácido nalidíxico, CIP: ciprofloxacina, ENO: enrofloxacina, GEN: gentamicina, TET: tetra-
ciclina. 
a Sensível para todos os antimicrobianos, incluindo cloranfenicol. 
b 1 isolado classificado como Intermediário frente à gentamicina. 
 
 Os valores de ECOFF também foram utilizados para avaliar os isolados classifi-
cados como nWT (FIGURA 3). Para o ano de 2006, cloranfenicol e enrofloxacina foram 
os únicos antimicrobianos que não apresentaram isolados nWT. As frequências para ácido 
nalidíxico e gentamicina foram de 50% e 10%, enquanto que para ciprofloxacina e tetra-
ciclina foram de 5% cada. Já para os isolados do ano de 2016, cloranfenicol e enrofloxa-
cina também não apresentaram isolados nWT, enquanto que ácido nalidíxico, ciprofloxa-
cina, gentamicina e tetraciclina apresentaram frequências de 65%, 15%, 30% e 75% dos 
isolados nWT, respectivamente. 
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FIGURA 3 – Porcentagem de isolados de S. Heidelberg nWT em 2006 e 2016. 
nWT: non-wild type, NAL: ácido nalidíxico, CIP: ciprofloxacina, CL: cloranfenicol, ENO: enro-
floxacina, GEN: gentacimina, TET: tetraciclina. * p<0,05: há diferença significativa entre os dois 
períodos testados. 
 
A cepa de Escherichia coli ATCC 25922 utilizada em todos os ensaios apresentou 
valores de MIC dentro dos parâmetros estabelecidos pelo CLSI. A contagem das placas 
inoculadas, realizada através de uma alíquota da suspensão da cepa semeada em ágar 
TSA, confirmou a concentração estabelecida para o método que era de 2 a 8 x 105 
UFC/mL e, assim, garantiu que as diluições dos microrganismos foram realizadas de 
forma correta. 
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5 DISCUSSÃO 
 
O teste de eficiência dos sanitizantes hipoclorito de sódio e cloreto de benzalcônio 
foi realizado para avaliar a resistência dos isolados testados em fase planctônica. Foram 
utilizadas concentrações e tempo recomendados pelo fabricante, além de concentrações 
inferiores em relação às concentrações recomendadas. 
Os resultados de eficiência do sanitizante hipoclorito de sódio encontrados no pre-
sente trabalho foram muito favoráveis. Apenas dois isolados do ano 2006 mostraram-se 
resistentes aos 5 minutos de contato e concentração de 0,5%. Para todas as demais amos-
tras, independentemente da concentração utilizada, o sanitizante foi eficiente já aos 5 mi-
nutos de contato. Os resultados obtidos vão de encontro a outros estudos, em que houve 
sensibilidade das amostras de Salmonella perante o hipoclorito de sódio (JAENISCH et 
al., 2010; RIAZI; MATTHEWS, 2011). Machado et al. (2010) encontraram 100% dos 
isolados de Salmonella sensíveis ao hipoclorito de sódio na concentração recomendada 
pelo fabricante (2%), assim como Kich et al. (2004) que detectaram 100% de sensibili-
dade em isolados de S. Typhimurium para hipoclorito de sódio a 1%, independentemente 
do tempo de contato e temperatura testados. É importante destacar que mesmo na pre-
sença de matéria orgânica, o hipoclorito de sódio foi eficiente nas duas concentrações 
testadas. Devido a este motivo, além de possuir boa efetividade contra uma grande vari-
edade de microrganismos e por ser ativo mesmo em baixas concentrações, os hipocloritos 
têm sido amplamente utilizados na indústria de alimentos (ANDRADE; MACEDO, 
1996). 
Os testes realizados com cloreto de benzalcônio não resultaram em 100% de efi-
ciência, como o hipoclorito de sódio. Em estudo realizado por Colla et al. (2012b), foi 
encontrada eficiência de 100% da amônia quaternária na concentração 0,5% com tempo 
de contato de 10 minutos, sobre isolados de S. Heidelberg de origem aviária, enquanto 
que em estudo posterior, amônia quaternária em concentração maior (1%) demonstrou 
efetividade diminuída em isolados de Salmonella – 89,2% com 10 minutos de contato e 
97,3% após 15 minutos de contato (COLLA et al., 2014). Cardoso et al. (2008) detecta-
ram sensibilidade em apenas 8,75% dos isolados de S. Enteritidis quando da realização 
do teste com o sanitizante e 20 minutos de contato. Ainda, Machado et al. (2010) encon-
traram isolados de Salmonella resistentes a quaternário de amônia na concentração de 200 
ppm e com tempo de exposição de 20 minutos, corroborando com os resultados obtidos 
no presente trabalho. 
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A tolerância dos isolados ao cloreto de benzalcônio pode ocorrer devido à pre-
sença de matéria orgânica (MCDONELL; RUSSELL, 1999; RODGERS et al., 2001; 
PINHEIRO et al., 2002; KICH et al., 2004; GREZZI, 2007), uma vez que ela é respon-
sável por proteger o microrganismo e impedir o contato necessário com o sanitizante ou 
até mesmo inativar alguns produtos (FAVERO; BOND, 1991).  Portanto, o mecanismo 
de ação do cloreto de benzalcônio pode estar mais relacionado às condições de utilização 
do produto, principalmente na presença de matéria orgânica, do que com um provável 
perfil de resistência de Salmonella spp. (KICH et al., 2004), ainda que a resistência aos 
compostos de quaternário de amônio seja um problema potencial na indústria de alimen-
tos (SUNDHEIM et al., 1998). 
Uma explicação para a tolerância ao cloreto de benzalcônio é de que nas bactérias 
Gram-negativas, como a Salmonella, derivados do quaternário de amônio tem eficácia 
reduzida pois a membrana externa, com sua camada de lipopolissacarídeos, atua como 
uma barreira contra condições externas prejudiciais (NIKAIDO et al., 2003; BRAGG et 
al., 2014). Outro possível mecanismo de resistência ao cloreto de benzalcônio é devido 
ao sistema de bombas de efluxo. Em Salmonella, existem pelo menos nove genes do sis-
tema de efluxo de drogas, dos quais três (AcrAB, AcrEF e MdsABC) são conhecidos por 
expulsar o cloreto de benzalcônio da célula (MØRETRØ et al., 2012). Randall et al. 
(2007) verificaram a necessidade de um sistema de efluxo para a resistência de S. 
Typhimurium a três sanitizantes derivados de quaternário de amônio. 
Outro ponto a ser observado nos resultados obtidos através do teste com cloreto 
de benzalcônio foi a maior eficiência do sanitizante quando a temperatura utilizada foi a 
de 25 °C. Alguns trabalhos não reportam diferença entre as temperaturas utilizadas para 
testes com Salmonella (KICH et al., 2004; STRINGFELLOW et al., 2009; JAENISCH 
et al., 2010). No entanto, Camilotti et al. (2015) detectaram que o cloreto de benzalcônio 
teve sua atividade comprometida a 8°C, sendo mais eficiente em temperatura de 20°C 
quando testado em isolados de S. Hadar. Outros estudos obtiveram os mesmos resultados 
em temperaturas inferiores, corroborando com os resultados aqui apresentados 
(TUNCAN, 1993; TAYLOR et al., 1999). 
Os resultados dos testes de eficiência de sanitizantes demonstram a importância 
desta avaliação a fim de definir programas de sanitização que visem à eleição de princí-
pios ativos adequados ao ambiente em questão, juntamente com a adequação do tempo 
de ação dos produtos. Discrepâncias são observadas entre os estudos que avaliam a ativi-
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dade de sanitizantes, tais divergências podem ocorrer em virtude das diferenças metodo-
lógicas, origens das cepas utilizadas, tempos de contato, formulações dos produtos e con-
centrações testadas. Portanto, sugere-se a padronização dos experimentos que utilizam 
sanitizantes a fim de se obter resultados precisos e aplicáveis (BOROWSKY et al., 2006). 
O teste de MIC também foi realizado com o intuito de avaliar a susceptibilidade 
dos isolados frente à seis antimicrobianos: ácido nalidíxico, ciprofloxacina, cloranfenicol, 
enrofloxacina, gentamicina e tetraciclina. Como citado anteriormente, os valores de 
ECOFF são utilizados para detectar os mecanismos de resistência e monitorar o desen-
volvimento da resistência em determinada população microbiana (KAHLMETER et al., 
2003; EFSA, 2012). Portanto, no presente trabalho, esses valores foram utilizados para 
determinar populações nWT de 20 isolados de S. Heidelberg do ano de 2006 e outros 20 
isolados de 2016, todos provenientes de fontes avícolas. 
Através da determinação de MIC, realizada em microdiluição em caldo, foi pos-
sível estabelecer que houve uma progressão significativa nas taxas de populações nWT 
para o fármaco tetraciclina, passando de 5% para 75% de um período para outro. Inúme-
ros estudos tem encontrado altos níveis de resistência à tetraciclina em amostras de Sal-
monella isoladas de fontes avícolas (BUSANI et al., 2004; CARDOSO et al., 2006; 
CHUANCHUEN et al., 2008b; RIBEIRO et al., 2008; THAI et al., 2012; 
ASGHARPOUR et al., 2014; PANDINI et al., 2014; SARMIENTO, 2016). Outros estu-
dos revelam a resistência de S. Heidelberg à tetraciclina (ZHAO et al., 2008; HAN et al., 
2011; GIERALTOWSKI et al., 2016). Em pesquisa semelhante, Mion et al. (2014), ava-
liaram S. Heidelberg isoladas em 2005 e 2009, e detectaram um aumento de resistência à 
doxiciclina (classe das tetraciclinas) de 7,6% para 33,3%. 
Os antimicrobianos da classe das tetraciclinas foram amplamente utilizados de 
maneira profilática em rações de frangos de corte no Brasil até 1998, quando seu uso foi 
vetado em aditivos alimentares para animais (BRASIL, 1998). Entretanto, um levanta-
mento realizado em 2005 pela Secretaria de Estado da Saúde do Paraná em 28 cooperati-
vas integradas e abatedouros de frango de corte do Estado, detectou o uso das tetraciclinas 
como promotores de crescimento (6%) e também na terapêutica (11%), ainda que no Bra-
sil seja proibido seu uso para estes fins na cadeia de frango de corte (SESA, 2005). Por-
tanto, a utilização indevida deste fármaco pode estar levando à progressão da resistência 
de Salmonella e outros patógenos e, consequentemente, limitando as opções terapêuticas.  
Além disso, a resistência pode estar relacionada à difusão dos diversos genes tet 
que conferem resistência de Salmonella à tetraciclina (PEZZELLA et. al., 2004). São 
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descritos mais de 35 diferentes genes que estão relacionados a bombas de efluxo associ-
adas à membrana. Os genes tetA, tetB, tetC, tetD e tetG têm sido encontrados em Salmo-
nella, sendo tetA e tetB os mais frequentes (FRECH; SCHWARZ, 2000; MICHAEL et 
al., 2006; HAN et al., 2011). 
Segundo Frye e Jackson (2013), patógenos oportunistas e bactérias comensais, 
como Escherichia coli e Enterococcus, isolados de alimentos de origem animal e onde 
detectou-se resistência a determinado número de antimicrobianos, podem servir como 
reservatório para genes de resistência e, através de elementos genéticos móveis, transferi-
los para Salmonella e outros patógenos. Desta forma, a progressão da resistência à tetra-
ciclina também pode estar relacionada à presença de plasmídeos ou transposons que, por 
carrearem genes de resistência ao fármaco associados a genes de resistência de outras 
classes antimicrobianas, continuam sofrendo pressão seletiva. 
O percentual de isolados nWT para gentamicina foi relativamente baixo no pre-
sente estudo: 10% para os isolados de S. Heidelberg de 2006 e 30% para os isolados de 
2016, porém sem diferença significatia (p>0,05). Outros estudos também identificaram 
baixos índices de isolados de Salmonella resistentes à gentamicina (RIBEIRO et al., 
2008; CUI et al., 2009; PANDINI et al., 2014; MENDONÇA, 2016; SAIFUDDIN et al., 
2016). Em trabalhos recentes, Gieraltowski et al. (2016) encontraram resistência de S. 
Heidelberg à gentamicina e Mion et al. (2014) detectaram progressão da resistência à 
gentamicina em isolados de S. Heidelberg de 2005 e 2009. Os baixos níveis de isolados 
resistentes a este fármaco podem ser explicados pela rara utilização da gentamicina na 
cadeia avícola (GIACOMELLI et al., 2014). 
Os resultados obtidos neste estudo também demonstraram altos índices de isola-
dos nWT para ácido nalidíxico, uma quinolona de primeira geração, tanto em 2006 (50%) 
quanto em 2016 (65%), corroborando com outros trabalhos com Salmonella spp. dispo-
níveis na literatura (DUARTE et al., 2009; BRASIL, 2012b; NEVES, 2014; PANDINI et 
al., 2014; SARMIENTO, 2016). A resistência detectada provavelmente deve-se ao fato 
de que o ácido nalidíxico foi utilizado por muitos anos na terapia avícola (NEVES, 2014). 
Normalmente, a resistência às quinolonas está ligada aos seguintes mecanismos: presença 
de bombas de efluxo ativo, mutações nos genes gyrA e gyrB e diminuição da permeabili-
dade da membrana. O modo de envolvimento de cada um não é totalmente elucidado e 
sugere-se um processo cumulativo destes mecanismos no que diz respeito à resistência 
de Salmonella às quinolonas (CLOECKAERT; CHASLUS-DANCLA, 2001; 
PIDDOCK, 2002; GIRAUD et al., 2006). 
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Ao contrário do que acontece com as quinolonas de primeira geração, os níveis de 
resistência às fluoroquinolonas, como a enrofloxacina e ciprofloxacina, são baixos entre 
isolados de Salmonella (DALLAL et al., 2010; DANMAP, 2013; PANZENHAGEN et 
al., 2016; PROROGA et al., 2016). Zhao et al. (2008), verificaram que 100% de seus 
isolados de S. Heidelberg eram sensíveis à ciprofloxacina, corroborando com o presente 
estudo. 
Embora o número de isolados nWT para enrofloxacina e ciprofloxacina tenha sido 
baixo tanto para os isolados de 2006 quanto para os de 2016, é criterioso avaliar constan-
temente a susceptibilidade dos isolados frente a essas drogas e assim observar as caracte-
rísticas de resistência de S. Heidelberg, com o intuito de verificar se os fármacos admi-
nistrados nas aves estão sendo devidamente utilizados na produção animal. A administra-
ção cuidadosa de agentes antimicrobianos juntamente com a vigilância contínua são ini-
ciativas importantes que ajudam a definir o melhor tratamento e inibem ou dificultam a 
seleção e propagação de isolados resistentes (VOSS-RECH et al., 2015). Além disso, 
deve-se ter especial atenção à resistência de isolados às fluoroquinolonas pois na medi-
cina humana são consideradas os antibióticos de eleição para o tratamento de Salmonella 
spp. (BERTRAND et al., 2006; POKHAREL et al., 2006; SOUZA et al., 2010). 
O cloranfenicol apresentou 100% de isolados WT em ambos os períodos. Resul-
tados similares, onde houve grande sensibilidade ao antimicrobiano, foram relatados em 
estudos anteriores com Salmonella (OKAMOTO et al., 2009; SARMIENTO, 2016). 
Zhao et al. (2008), encontraram apenas 1% de isolados de S. Heidelberg resistentes ao 
cloranfenicol e Mion et al. (2014) não detectaram resistência nos isolados de S. Heidel-
berg de 2005 e 2009, indicando a não progressão de resistência à droga através dos anos. 
A sensibilidade ao cloranfenicol pode ser justificada devido ao impedimento do uso em 
animais de produção em diferentes países. No Brasil, em especial, está proibido desde 
2003 (BRASIL, 2003a). Porém, seu análogo sintético fluorado, o florfenicol, foi aprovado 
para tratamento veterinário. Em um estudo avaliando a resistência antimicrobiana em ce-
pas de Salmonella isoladas de carcaças de frango no Brasil, detectou-se fenótipo de sen-
sibilidade ao cloranfenicol e resistência ao florfenicol, demonstrando assim a ausência da 
pressão seletiva exercida pelo cloranfenicol tendo em vista a proibição de seu uso pelo 
MAPA (BRASIL, 2012b). 
A ocorrência de isolados de S. Heidelberg do ano de 2016 com perfil multirresis-
tente indica grande preocupação pela ascensão da multirresistência a antimicrobianos e 
pode estar associada, além da utilização inadequada de fármacos na avicultura industrial, 
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à disseminação de genes de resistência à essas substâncias. O PREBAF enfatiza a impor-
tância de caracterizar os clones multirresistentes quanto a sua capacidade de carrear e 
disseminar genes de resistência a antimicrobianos (BRASIL, 2012a). 
 
 
  
47 
 
6 CONCLUSÃO 
  
No presente trabalho, foi reportada a presença de resistência ao cloreto de ben-
zalcônio e aos antimicrobianos em S. Heidelberg isoladas de fontes avícolas. Portanto, é 
importante considerar que a resistência encontrada ao sanitizante cloreto de benzalcônio 
indica a necessidade do cuidado na escolha da concentração utilizada, a fim de evitar que 
patógenos sejam expostos a concentrações sub-inibitórias e, com isso, adquiriram meca-
nismos de resistência. Além disso, os resultados encontrados demonstram que há progres-
são da resistência de S. Heidelberg aos antimicrobianos com o passar do tempo, o que 
implica no aparecimento de isolados multirresistentes. Ações devem ser tomadas com o 
intuito de incentivar o uso prudente desses fármacos na medicina humana e, principal-
mente, em qualquer que seja a área de produção animal.  
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APÊNDICE A – Isolados de S. Heidelberg: ano de isolamento e origem 
Identificação Ano de Isolamento Origem 
01 2006 Suabe de cloaca 
02 2006 Suabe de cloaca 
03 2006 Suabe de arrasto 
04 2006 Carcaça 
05 2006 Carcaça 
06 2006 Suabe de arrasto 
07 2006 Suabe de arrasto 
08 2006 Suabe de cloaca 
09 2006 Carcaça 
10 2006 Carcaça 
11 2006 Suabe de cloaca 
12 2006 Carcaça 
13 2006 Suabe de cloaca 
14 2006 Carcaça 
15 2006 Carcaça 
16 2006 Carcaça 
17 2006 Carcaça 
18 2006 Carcaça 
19 2006 Suabe de cloaca 
20 2006 Carcaça 
21 2016 Suabe de arrasto 
22 2016 Suabe de arrasto 
23 2016 Suabe de arrasto 
24 2016 Suabe de arrasto 
25 2016 Suabe de arrasto 
26 2016 Suabe de arrasto 
27 2016 Suabe de arrasto 
28 2016 Suabe de arrasto 
29 2016 Suabe de arrasto 
30 2016 Suabe de arrasto 
31 2016 Suabe de arrasto 
32 2016 Suabe de arrasto 
33 2016 Suabe de arrasto 
34 2016 Suabe de arrasto 
35 2016 Suabe de arrasto 
36 2016 Suabe de arrasto 
37 2016 Suabe de arrasto 
38 2016 Suabe de arrasto 
39 2016 Suabe de arrasto 
40 2016 Fezes 
 
